




































































o	 el	 autismo.	 Para	 comprender	 las	 bases	 genéticas	 de	 estas	 enfermedades,	 el	 estudio	 de	 cómo	 se	
genera	 una	 neurona	 serotonérgica	 madura	 funcional	 es	 esencial.	 A	 nivel	 molecular,	 las	 neuronas	
serotonérgicas	maduras	de	cualquier	organismo	se	caracterizan	por	 la	expresión	coordinada	de	una	
batería	de	genes	 filogenéticamente	 conservados,	 conocidos	 como	genes	de	 la	 vía	de	 la	 serotonina.	
Estos	 genes	 codifican	 para	 enzimas	 y	 transportadores	 implicados	 en	 la	 síntesis,	 liberación	 y	
recaptación	 del	 neurotransmisor	 serotonina.	 Los	 genes	 de	 la	 vía	 de	 la	 serotonina	 confieren	 a	 las	
neuronas	 serotonérgicas	 su	 identidad,	 por	 lo	 que	 conocer	 cómo	 se	 activa	 su	 expresión	 durante	 el	
desarrollo	nos	ayudará	a	comprender	los	mecanismos	implicados	en	el	proceso	de	diferenciación	de	
las	 mismas.	 Dado	 que	 estos	 genes	 se	 encuentran	 conservados	 filogenéticamente,	 este	 trabajo	
propone	el	uso	del	modelo	C.	elegans	 para	 su	estudio.	 El	 sistema	 serotonérgico	de	este	nematodo	
está	formado	por	3	subtipos	neuronales	(NSM,	ADF	y	HSN),	diferentes	anatómica	y	funcionalmente.	
En	el	presente	trabajo,	nos	hemos	centrado	en	el	estudio	de	la	diferenciación	terminal	de	la	neurona	
neurosecretora	 ADF.	 Previamente	 al	 inicio	 del	 trabajo,	 mediante	 estudios	 in	 vivo	 en	 C.	 elegans	
realizados	 en	 el	 laboratorio,	 se	 determinaron	 las	 regiones	 reguladoras	mínimas	 involucradas	 en	 la	
activación	transcripcional	de	los	genes	de	la	vía	de	la	serotonina	(tph-1,	cat-1,	cat-4,	bas-1	y	mod-5)	
en	 las	 neuronas	 ADF,	 y	 tras	 realizar	 análisis	 bioinformáticos,	 experimentos	 preliminares	 de	
mutagénesis	 dirigida	 y	 ARN	 de	 interferencia,	 los	 datos	 sugirieron	 que	 proteínas	 de	 la	 familia	 CSL	





ADF	mediante	 el	 empleo	 de	 una	 cepa	 reportera	 para	 el	 gen.	 En	 segundo	 lugar,	 para	 demostrar	 la	
regulación	directa	de	los	genes	de	la	vía	de	la	serotonina	a	través	de	LAG-1	y/o	miembros	de	la	familia	
HLH,	 se	 generaron	 cepas	 reporteras	 de	 las	 secuencias	 reguladoras	 de	 los	 genes	 de	 la	 vía	 de	 la	
serotonina	portando	mutaciones	puntuales		en	los	sitios	de	unión	CSL	(LAG-1)	y	E-box	(sitios	de	unión	
para	los	factores	HLH).	Finalmente,	se	analizó	la	expresión	de	los	genes	de	la	vía	de	la	serotonina	en	
cepas	mutantes	para	el	 gen	 lag-1.	 Los	 resultados	obtenidos	en	 los	distintos	experimentos	 sugieren	
que	LAG-1	y	su	posible	cofactor	HLH-14	son	necesarios	en	 la	activación	de	 los	genes	de	 la	vía	de	 la	







Neurons	 that	 synthesize	 the	 serotonin	 neurotransmitter	 are	 known	 as	 serotonergic	 neurons.	
Serotonin	 has	 essential	 functions	 such	 as	 regulation	 of	 sleep,	 apetite	 or	 mood.	 Due	 to	 its	 key	




the	 synthesis,	 release,	 recycling	 and	degradation	of	 the	 serotonin	neurotransmitter.	 The	 serotonin	
pathway	genes	define	the	serotonergic	neuron’s	identity.	Thus,	knowing	how	the	expression	of	these	
genes	 is	 activated	 during	 development	 will	 help	 understand	 the	 mechanisms	 involved	 in	 the	
differentiation	 of	 these	 neurons.	 Thanks	 to	 the	 phylogenetic	 conservation	 of	 these	 genes,	 we	
propose	 to	 use	 the	 simple	 organism	 C.	 elegans	 for	 the	 study.	 The	 serotonergic	 system	 of	 this	
nematode	 is	 composed	 of	 three	 neuron	 subtypes	 (NSM,	 HSN,	 ADF),	 which	 are	 anatomically	 and	
functionally	 different.	 In	 this	 project,	 we	 have	 studied	 the	 differentiation	 process	 of	 the	
neurosecretory	 neurons	 ADF.	 Before	 the	 beginning	 of	 this	 project,	 in	 vivo	 studies	 in	 C.	 elegans	
allowed	 to	 identify	 the	minimal	 regulatory	 regions	 that	 activated	 the	 expression	 of	 the	 serotonin	
pathway	 genes	 (tph-1,	 bas-1,	 cat-1,	 cat-4	 and	mod-5)	 in	 the	 ADF	 neurons	 and	 after	 performing	
bioinformatics	 analysis,	 directed	 mutagenesis	 and	 interference	 RNA	 experiments,	 the	 results	
suggested	that	proteins	 from	the	CSL	 family	 ((CBF1	 in	humans,	Su(H)	 in	Drosophila	melanogaster	y	
LAG-1	 in	 C.	 elegans)	 and	 the	 HLH-14	 factor	 could	 be	 involved	 in	 the	 activation	 of	 the	 serotonin	
pathway	genes	in	the	ADF	neurons.	The	main	objective	of	this	project	was	to	analyze	the	role	of	LAG-
1	and	 its	 possible	 co-factor	HLH-14	 in	 the	direct	 regulation	of	 the	 serotonin	pathway	genes	 in	 the	
ADF	neurons	in	C.	elegans.	With	this	aim,	firstly,	LAG-1	expression	in	the	ADF	neurons	was	analyzed	
using	 a	 reporter	 of	 the	 gene.	 Secondly,	 to	 demonstrate	 the	 direct	 regulation	 of	 the	 serotonin	
pathway	genes	by	LAG-1	and/or	factors	from	the	HLH	family,	we	generated	reporters	including	point	
mutations	in	CSL	sites	and	E-boxes	(binding	sites	for	HLH	factors)	in	the	minimal	regulatory	regions	of	




























































































































































El	 biólogo	 sudafricano	 Sydney	 Brenner,	 en	 1970,	 estableció	 el	 uso	 del	 nematodo	 Caenorhabditis	
elegans	(C.	elegans)		como	organismo	modelo	en	experimentación	(Brenner,	1974).	Desde	entonces,	




cilíndrico	 y	 de	 tamaño	muy	 pequeño	 (0.25	milímetros	 al	 nacer	 y	 1	 milímetro	 de	 largo	 en	 estadio	
adulto).		
	
En	 la	 naturaleza,	 debido	 a	 que	 no	 requiere	 condiciones	 especiales	 para	 crecer,	 se	 encuentra	
ampliamente	 distribuido	 a	 nivel	 mundial,	 mayoritariamente	 en	 el	 suelo	 y	 en	 materia	 vegetal	 de	
regiones	 húmedas	 y	 templadas.	 En	 el	 laboratorio,	 C.	 elegans	 puede	 ser	 cultivado	 de	manera	muy	
eficiente	en	 lo	que	se	 refiere	al	espacio	que	ocupa	y	 sustratos	que	necesita.	Es	 cultivado	en	placas	
Petri	de	agar	pequeñas,	sembradas	con	la	bacteria	Escherichia	Coli	(cepa	OP50-1)	que	les	sirve	como	
alimento.	 Las	 placas,	 en	 las	 que	 crecerán	 un	 promedio	 de	 10.000	 gusanos,	 son	 mantenidas	 en	
incubadores	 a	 distintas	 temperaturas,	 normalmente	 a	 15,	 20	 ó	 25ºC.	 La	 temperatura	 de	 cultivo	
dependerá	 de	 las	 características	 de	 las	 cepas	 concretas,	 siendo	 20ºC	 la	 temperatura	 óptima	 en	 la	
mayoría	de	 los	 casos.	 En	 función	de	 la	 temperatura	de	cultivo,	 la	velocidad	del	 ciclo	de	vida	de	 los	
nematodos	 es	 distinta.	 A	mayor	 temperatura,	 el	 crecimiento	 es	más	 rápido	 (un	 aumento	 de	 10ºC	
dobla	su	tasa	de	crecimiento).	Disminuir	la	temperatura	reducirá	la	velocidad	del	ciclo	de	vida	de	los	
nematodos,	 de	 forma	 que	 mantenerlos	 a	 15ªC,	 permitirá	 mantenerlos	 vivos	 durante	 periodos	 de	





días	 (WORMBOOK,	 2016).	 Una	 vez	 eclosiona	 el	 huevo,	 el	 ciclo	 de	 vida	 consta	 de	 cuatro	 estadios	
larvarios	 (L1-L2-L3-L4)	 tras	 los	 cuales	 el	 nematodo	 se	 convierte	 en	 adulto.	 Una	 vez	 alcanzado	 el	
estadio	adulto,	 su	 vida	 suele	alargarse	de	dos	a	 tres	 semanas	 (Figura	1).	 El	 estadio	 L1	es	un	punto	
crítico	en	el	desarrollo	de	los	nematodos,	puesto	que	en	condiciones	desfavorables	puede	producirse	
un	arresto	de	su	desarrollo	o	la	activación	de	una	ruta	de	desarrollo	alternativa	que	les	lleve	a	estado	








existe	 en	 dos	 formas	 sexuales:	 hermafroditas	 (XX)	 y	 machos	 (X0)	 (Figura	 2).	 Las	 hermafroditas	
producen	 en	 sus	 gónadas	 tanto	 esperma	 como	 ovocitos	 y	 son	 capaces	 de	 autofecundarse.	 Por	
autofecundación,	 una	 única	 hermafrodita	 podrá	 dar	 una	 población	 de	 hasta	 300	 descendientes	
genéticamente	idénticos	al	nematodo	parental	(población	isogénica)	que	serán,	prácticamente	en	su	
totalidad,	hermafroditas.	Únicamente	podrá	obtenerse	un	descendiente	macho	por	autofecundación	
cuando	 ocurra	 un	 fallo	 en	 el	 proceso	 de	 disyunción	meiótica	 del	 cromosoma	 X,	 lo	 cual	 ocurre	 de	
manera	 natural	 en	 una	 proporción	 baja	 (del	 0.1-0.2%).	 Esta	 baja	 frecuencia	 de	machos	 permite	 la	
introducción	de	diversidad	genética	en	la	población	mediante	cruces	entre	machos	y	hermafroditas.	
Es	 un	 proceso	 rápido,	 que	 durará	 de	 3	 a	 4	 días	 y	 que	 permitirá	 obtener	 una	 descendencia	 con	
genotipos	específicos	y	con	una	proporción	de	machos	del	50%		(WORMBOOK,	2016).	
	 	
Figura	 1-	Ciclo	 de	 vida	 de	 C.	 elegans.	A.	 Representación	 esquemática	 del	









explicará	 en	 detalle	 en	 el	 siguiente	 apartado.	 Anatómicamente,	 este	 nematodo	 se	 encuentra	
constituido	por	una	serie	de	tubos	concéntricos.	La	capa	más	externa	es	la	epidermis,	que	delimita	la	
cavidad	pseudocelómica,	llena	de	fluido.	Después	se	encuentran	las	bandas	musculares	y	las	cuerdas	
dorsales	 y	 ventrales,	 necesarias	 para	 el	movimiento	 del	 gusano	 y	 para	 la	 innervación	 del	músculo,	






machos	 (Sulston	 et	 al.,	 1983).	 Además,	 C.	 elegans	 se	 encuentra	 muy	 bien	 caracterizado	
genéticamente.	Curiosamente,	fue	el	primer	organismo	multicelular	cuyo	genoma	fue	secuenciado	de	
manera	 completa	 (C.	 elegans	 Sequencing	 Consortium,	 1998).	 Éste	 posee	 aproximadamente	 19.000	
genes	 y	 presenta	 una	 gran	 similitud	 con	 el	 genoma	 humano	 (un	 60-80%	 del	 total	 de	 los	 genes	
humanos	 tienen	 ortólogos	 en	 el	 genoma	 de	 C.	 elegans,	 que	 incluyen	 genes	 relacionados	 con	 la	
enfermedad	 del	 Alzheimer	 o	 la	 enfermedad	 de	 Parkinson	 entre	 otras	 (Markaki	 and	 Tavernarakis,	























Aunque	 las	 neuronas	 de	 este	 nematodo	 parezcan	 simples	 a	 nivel	 anatómico,	 la	 mayoría	 de	 las	
neuronas	 de	 C.	 elegans	 son	 multi-funcionales,	 y	 presentan	 sistemas	 de	 procesamiento	 de		
información	muy	sofisticados;	En	la	transmisión	de	los	impulsos	nerviosos,	sus	neuronas	son	capaces	
de	 generar	 más	 de	 7000	 sinapsis	 químicas	 y	 co-expresar	 un	 gran	 número	 de	 moléculas	






capaz	 de	 convertirse	 en	 una	 neurona	 madura	 con	 identidad	 y	 funcionalidad	 propia.	 Las	
características	 morfológicas	 y	 funcionales	 de	 las	 neuronas	 individuales	 maduras	 son	 reflejo	 de	 la	
expresión	de	una	batería	de	genes,	que	es	única	de	cada	tipo	neuronal.	Estos	genes	codifican	para	
proteínas	 (canales	 iónicos,	 receptores,	 enzimas	 de	 biosíntesis	 de	 neurotransmisores,	 etc)	 que	 se	
expresan	a	lo	largo	de	toda	la	vida	de	la	neurona	y	que	condicionan	sus	características	terminales	e	
identidad	 (Hobert	 et	 al.,	 2010).	 Por	 tanto,	 para	 comprender	 cómo	 se	 generan	 los	 distintos	 tipos	
neuronales,	 será	 necesario	 estudiar	 los	mecanismos	 por	 los	 cuales	 se	 produce	 la	 activación	 de	 la	
expresión	 de	 las	 baterías	 de	 genes	 específicas	 de	 cada	 tipo.	 Los	 factores	 de	 transcripción	 que,	 a	
través	 de	 su	 unión	 directa	 a	 módulos	 específicos	 de	 regulación	 en	 cis,	 son	 capaces	 de	 activar	 la	
expresión	de	estas	baterías	génicas	se	han	denominado	como	selectores	terminales.	Estos	selectores	
terminales	 pueden	 actuar	 a	 nivel	 individual	 co-regulando	 toda	 la	 batería	 de	 genes	 o,	 más	





La	 serotonina	es	uno	de	 los	principales	neurotransmisores	del	 cerebro	humano,	que	 tiene	además	
gran	relevancia	clínica.	Controla	comportamientos	como	el	estado	de	ánimo,	el	apetito	o	el	sueño.	
Debido	 a	 su	 función	 clave,	 alteraciones	 en	 la	 función	 normal	 del	 sistema	 serotonérgico	 pueden	
causar	 enfermedades	 psíquicas	 tan	 importantes	 como	 la	 depresión,	 el	 trastorno	 bipolar,	 la	
esquizofrenia	o	el	autismo	(Brummelte	et	al,	2016).	Para	comprender	 las	bases	genéticas	que	rigen	
estas	 enfermedades,	 será	 esencial	 estudiar	 los	 mecanismos	 de	 diferenciación	 por	 los	 cuales	 se	
genera	una	neurona	serotonérgica	madura	funcional.		
	




serotonérgicas,	 con	 lo	que	para	 comprender	 cómo	se	genera	una	neurona	 serotonérgica	 funcional	
Figura	 3-	Organización	 del	 sistema	 nervioso	 de	 C.	 elegans.	 En	 rojo,	 se	 muestran	 los	 somas	 de	 las	 neuronas.	 El	
nematodo	 representado	 se	 encuentra	 en	 el	 primer	 estadio	 larvario	 y	 posee	 222	 neuronas.	 Durante	 el	 desarrollo	





habrá	 que	 responder	 a	 la	 pregunta	 de	 cómo	 se	 produce	 la	 activación	 de	 los	 genes	 de	 la	 vía	 de	 la	
serotonina.	
	Las	 neuronas	 serotonérgicas,	 por	 su	 importancia,	 se	 encuentran	 ampliamente	 conservadas	 en	 la	
evolución	y	 lo	mismo	ocurre	con	 los	genes	de	 la	vía	de	 la	 serotonina;	existe	un	gen	ortólogo	en	C.	
elegans	 para	 cada	 uno	 de	 los	 genes	 de	 la	 vía	 humanos	 (Figura	 4).	 Esta	 conservación	 filogenética	




HSN	(Figura	5).	 	Las	neuronas	NSM	son	neuronas	motoras	neurosecretoras,	 localizada	en	 la	faringe	
del	gusano.	Estas	neuronas	señalizan	la	presencia	de	comida	en	la	faringe,	provocando	un	aumento	






Figura	 4-	 Genes	 de	 la	 vía	 de	 la	 serotonina.	 Representación	
esquemática	de	 la	 sinapsis	 de	una	neurona	 serotonérgica	madura.	 Se	
representa	la	síntesis,	 formación	de	vesículas,	liberación	y	recaptación	
del	 neurotransmisor	 serotonina	 (verde).	 Los	 genes	 de	 la	 ruta	 de	 la	
serotonina	 en	 C	 .elegans	 se	 muestran	 en	 negro	 y	 sus	 ortólogos	
humanos	en	azul.	Trp:	Triptófano.	5-	HTP:	5-	Hidroxitriptófano.	5-HT:	5-
Hidroxitriptamina	 (serotonina).	TPH:	 Triptófano	Hidroxilasa.	GCH:	GTP	
Ciclohidrolasa.	 AADC:	 Aminoácido	 Aromático	 Descarboxilasa.	 VMAT:	








expresión	 de	 los	 genes	 de	 la	 vía	 de	 la	 serotonina.	 Sin	 embargo,	 en	 estudios	 realizados	 en	 este	
laboratorio	en	las	neuronas	NSM	(Zhang	F	et	al.,	2014)	y	HSN	(Lloret-Fernandez	et	al.	Manuscrito	en	
preparación),	 se	ha	visto	que	 los	mecanismos	que	activan	 la	expresión	de	 los	genes	de	 la	vía	de	 la	
serotonina	 son	distintos	 en	 ambos	 subtipos	 neuronales	 (la	 expresión	de	 estos	 genes	 se	 encuentra	
regulada	por	combinaciones	de	selectores	terminales	distintos).	A	diferencia	de	las	neuronas	HSN	y	
NSM,	de	 las	que	se	conocen	 los	factores	 involucrados	en	el	proceso	de	diferenciación	terminal,	 	se	





Las	 ADF	 son	 neuronas	 bilaterales,	 constituidas	 por	 un	 par	 de	 neuronas	 simétricas.	 Durante	 el	
desarrollo,	se	generan	en	 la	nariz	del	embrión	y	posteriormente,	su	cuerpo	celular	migra	hasta	su	
posición	en	el	ganglio	lateral	de	la	cabeza	del	gusano	(Figura	6).	Son	neuronas	quimiosensoriales	(en	
hermafroditas,	 son	 las	 únicas	 neuronas	 serotonérgicas	 sensoriales)	 cuya	 función	 principal	 es	 la	
quimiotaxis.	Presentan	cilios	sensoriales,	que	penetran	la	cutícula	(capa	más	externa	de	la	epidermis	
del	 gusano)	 para	 la	 detección	 de	 estímulos	 en	 el	 ambiente.	 C.	 elegans	 necesita	 la	 respuesta	
quiomiotáctica	para,	por	ejemplo,	encontrar	comida	o	para	desarrollarse	o	cruzarse	correctamente	
(WORMATLAS,	2016).	Otra	de	 las	 funciones	de	relevancia	de	 las	ADF	es	el	control	de	 la	entrada	a	



































el	 estado	 larvario	 más	 temprano	 (L1),	 defectos	 en	 las	 células	 excretoras,	 defectos	 en	 la	
diferenciación	 del	 musculo	 intestinal	 o	 fallos	 en	 la	 proliferación	 de	 la	 línea	 germinal	 (Lambie	 y	
Kimble,	 1991).	 El	 estudio	de	 los	 sitios	de	unión	 consenso	de	 la	 familia	CSL	 (YGTGGGAA,	CAYRMK,	
TCTGG)	presentes	en	las	regiones	reguladoras	en	cis	en	genes	diana	sugieren	que	las	funciones	de	
los	 factores	 de	 esta	 familia	 requieren	 de	 combinaciones	 específicas	 de	 elementos	 de	 control	 del	
DNA,	 lo	que	 lleva	a	pensar	que	actúan	en	colaboración	con	cofactores	en	 la	 regulación	génica.	Se	
han	 identificado,	por	ejemplo,	motivos	de	unión	E-box	 (CANNTG)	separados	15-22	nucleótidos	de	
los	 sitios	 de	 unión	 CSL	 en	 las	 regiones	 promotoras	 de	 genes	 diana	 en	 Drosophila	 melanogaster	








La	 ruta	 Notch	 es	 una	 ruta	 conservada	 evolutivamente	 que	 controla	 programas	 de	 proliferación,	
apoptosis	o	diferenciación	celular.	Tiene	un	papel	clave	en	el	desarrollo,	por	ejemplo,	del	 sistema	
nervioso	o	del	sistema	hematopoiético	(Kopan.	R	et	al,	2009).	En	C.	elegans,	ésta	ruta	se	encuentra	
mediada	 por	 los	 receptores	 LIN-12	 y	 GLP-1	 y	 el	 efector	 principal	 responsable	 de	 la	 activación	 de	
genes	diana	es	el	factor	LAG-1	(Lambie	and	Kimble,	1991).	En	ausencia	de	señalización	Notch,	LAG-1	
actúa	reprimiendo	la	transcripción	de	los	genes	(Figura	7)	(Pursglove	and	Mackay,	2005).	Cuando	la	
ruta	 se	 activa,	 tiene	 lugar	 la	 escisión	 proteolítica	 de	 parte	 del	 dominio	 intracelular	 (NICD)	 de	 los	
receptores,	que	viaja	al	núcleo	e	interacciona	con	LAG-1	formando	un	complejo	que	se	une	al	DNA	


















Figura	 7-	 La	 ruta	 Notch	 en	 C.	 elegans.	
Representación	esquemática	de	 la	ruta	Notch.	Se	
indican	 los	 receptores	 principales	 y	 los	 factores	








génica	 independientemente	 de	 la	 señalización	 por	 Notch,	 mediante	 la	 formación	 complejos	
transcripcionales	 distintos	 a	 los	 que	 actúan	 en	 la	 ruta	 de	 señalización	 (Johnson	 and	Macdonald,	
2011).	 Estos	 estudios	 sugieren,	 además,	 que	 la	 regulación	 de	 LAG-1	 no	 es	 de	 manera	 absoluta	




	 1.4	 Evidencias	 previas	 del	 papel	 de	 LAG-1	 y	 los	 factores	 HLH	 en	 la	 diferenciación	
	 de	las	neuronas	ADF	
	
El	 presente	 trabajo	 se	 enmarca	 dentro	 de	 un	 proyecto	 más	 amplio	 cuyo	 objetivo	 consiste	 en	
determinar	los	factores	de	transcripción	implicados	en	la	regulación	terminal	de	la	diferenciación	
de	 las	neuronas	serotonérgicas	ADF,	 llevado	a	cabo	por	 la	doctora	Miren	Maicas.	Previamente	a	
este	 trabajo,	Miren	 determinó	 las	 regiones	mínimas	 reguladoras	 para	 los	 genes	 de	 la	 vía	 de	 la	
serotonina	 (tph-1,	 cat-1,	 cat-4,	 bas-1,	 mod-5)	 en	 la	 neurona	 ADF.	 A	 través	 de	 estudios	
bioinformáticos	y	mutagénesis	dirigida	en	el	promotor	mínimo	más	pequeño	determinado	para	el	
gen	 tph-1	 (tph1prom17::gfp,	100	pb),	 se	 encontraron	 sitios	 de	unión	 funcionales	 para	 la	 familia	
CSL.	 Ampliando	 el	 estudio	 al	 resto	 de	 genes	 de	 la	 vía	 de	 la	 serotonina,	 se	 observaron	 sitios	
funcionales	en	todos	ellos.	Además,	en	el	laboratorio	se	realizaron	ensayos	de	silenciamiento	por	
ARN	de	interferencia	y	se	observó	que	al	silenciar	LAG-1,	quedaba	reducida	significativamente	la	
expresión	de	dos	de	 los	genes	reporteros	de	 la	vía	de	 la	serotonina	en	 las	ADF:	 tph-1::gfp	y	cat-














Tras	 las	 evidencias	observadas,	 el	 presente	 trabajo	 se	propuso	 con	el	 objetivo	de	determinar	 el	
papel	de	LAG-1	en	la	diferenciación	terminal	de	las	neuronas	serotonérgicas	ADF	en	C.	elegans	y	












El	 factor	 de	 transcripción	 LAG-1	 se	 expresa	 en	 muchas	 células	 de	 C.	 elegans	 y	 no	 se	 ha	 descrito	
específicamente	 su	 expresión	 en	 ADF	 por	 lo	 que	 en	 el	 primer	 objetivo	 se	 propuso	 comprobar	 la	
expresión	de	LAG-1	en	las	neuronas	ADF.	Para	ello,	se	generó	una	cepa	que	contenía	reporteros	con	
distinto	marcaje	 fluorescente	para	 los	genes	 lag-1	y	tph-1.	Este	último,	se	expresa	específicamente	
en	 	 neuronas	 serotonérgicas,	 por	 lo	 que	 permite	 diferenciar	 las	 neuronas	 ADF	 y	 mediante	 co-
localización	determinar	la	expresión	de	LAG-1	en	dichas	neuronas.	
	
	 b.	 Estudiar	mediante	 análisis	 in	 vivo	 el	 papel	 de	 los	 sitios	 de	 unión	 de	 LAG-1	 (CSL)	 y	 el	
posible	cofactor	HLH-14	(E-box)	en	las	regiones	reguladoras	de	los	genes	de	la	vía	de	la	serotonina	
en	C.	elegans.	
Para	 determinar	 si	 la	 regulación	 de	 la	 expresión	 de	 los	 genes	 de	 la	 vía	 de	 la	 serotonina	 por	 los	
factores	de	transcripción	LAG-1	y	HLH-14	era	directa,	se	mutaron	mediante	mutagénesis	dirigida	los	
















Todas	 las	 cepas	 empleadas	 en	 el	 trabajo	 quedan	 recogidas	 en	 la	 Tabla	 1.	 Durante	 el	 trabajo	 se	
utilizaron	cepas	de	C.	elegans	transgénicas	con	reporteros	para	los	genes	de	la	vía	de	la	serotonina	y	
cepas	 mutantes	 para	 el	 gen	 lag-1.	 La	 columna	 “Generación”	 indica	 la	 parte	 o	 partes	 del	
procedimiento	 de	 la	 generación	 de	 cepas	 en	 las	 que	 he	 participado.	 Las	 cepas	mutantes	 (EL301	 y	
JK122)	 se	obtuvieron	a	partir	de	 la	CGC	 (Caenorhabditis	Genetic	Center),	un	 repositorio	público	de	
cepas	de	C.	elegans	de	la	Universidad	de	Minnesota	que	pone	a	disposición	de	los	investigadores	las	
cepas	que	soliciten.	La	secuencia	genética	completa	salvaje	y	mutante	del	 locus	de	 lag-1	de	ambas	
cepas	 EL301	 y	 JK1227	 y	 las	 secuencias	 promotoras	mínimas	 de	 los	 distintos	 genes	 de	 la	 vía	 de	 la	
serotonina	empleadas	en	la	generación	de	reporteros	quedan	recogidas	en	el	Anexo	II.	
	


































OH8246	 otIs221[cat-1::gfp]III	 Salvaje	 Generada	previamente	en	el	laboratorio	



































OH	8250	 otIs255[cat-4::gfp]II	 Salvaje	 Generada	previamente	en	el	laboratorio	






























































































de	C.	 elegans	 debido	 a	que,	 al	 tener	 el	 crecimiento	 limitado	por	 su	 auxotrofía,	 permite	una	mejor	
















Conforme	 se	 agotaba	 la	 comida	 en	 las	 placas,	 los	 gusanos	 se	 pasaban	 a	 placas	 Petri	 nuevas	
sembradas	con	E.	coli.	Este	procedimiento	se	realizó	de	dos	formas	distintas,	en	función	del	tipo	de	





pasaron	 a	 placas	 Petri	 con	 comida,	 haciendo	 uso	 de	 un	 pick	 (instrumento	 que	 se	 utiliza	 para	
manipular	 los	gusanos).	Por	otro	 lado,	 las	 cepas	que	no	presentaban	este	marcador	y	que	estaban	
constituidas	 por	 poblaciones	 homogéneas,	 se	 mantuvieron	 mediante	 la	 realización	 de	 chunks,	 es	





De	 forma	 ocasional,	 las	 placas	 de	C.	 elegans	 se	 contaminaron	 con	 otras	 bacterias	 o	 levaduras.	 En	
estos	 casos,	 se	 limpiaron	 para	 evitar	 alteraciones	 en	 los	 experimentos.	 Además,	 también	 se	
descontaminaron,	estuviesen	o	no	contaminadas,	todas	 las	cepas	que	fuesen	a	ser	congeladas	para	












Una	 de	 las	 grandes	 ventajas	 que	 presenta	 el	 organismo	C.	 elegans	 es	 que	 puede	 ser	 congelado	 y	
mantenido	 de	 forma	 indefinida	 en	 nitrógeno	 líquido	 (-196	 ºC)	 (Brenner,	 1974).	 Todas	 las	 cepas	
nuevas	 generadas	 durante	 el	 trabajo,	 junto	 con	 las	 descongeladas	 para	 su	 uso	 fueron	 congeladas	
para	 su	 mantenimiento	 y	 posteriores	 usos.	 Previamente	 a	 la	 congelación,	 las	 cepas	 se	 limpiaron	
mediante	 drop	 bleach,	 como	 he	 comentado	 previamente.	 Una	 vez	 descontaminadas,	 se	 pasó	 un	
numero	 similar	 de	 gusanos	 a	 4	 o	 5	 placas	 nuevas	 para	 obtener	 un	 número	 elevado	 de	 gusanos	 a	
congelar.	Una	vez	las	placas	presentaban	un	número	elevado	de	gusanos	L1-L2	y	se	encontraban	sin	
comida	se	procedió	a	su	congelación,	ya	que	la	tasa	de	supervivencia	tras	la	congelación	es	mayor	en	
estas	 condiciones.	 Por	 cepa,	 se	 congelaron	 dos	 criotubos	 y	 un	 eppendorf	 (que	 sirve	 como	 prueba	
para	 confirmar	que	 la	 congelación	ha	 funcionado	correctamente).	En	el	Protocolo	4	del	Anexo	 I	 se	










vivo.	 Presentan	 en	 forma	 de	 array	 extracromosómico	 o	 integrado	 en	 su	 genoma	 vectores	 con	
regiones	promotoras	de	genes	de	interés	fusionadas	al	gen	gfp,	que	codifica	la	proteína	fluorescente	
verde.	 La	 activación	 de	 la	 expresión	 del	 gen	 cuyo	 promotor	 se	 encuentra	 clonado	 derivará	 en	 la	
expresión	 de	 la	 proteína	 fluorescente,	 que	 tras	 ser	 excitada	 a	 través	 de	 un	 microscopio	 de	




Para	 la	 generación	 de	 reporteros	 transgénicos	 de	 C.	 elegans,	 en	 primer	 lugar	 se	 ha	 de	 clonar	 las	
regiones	 promotoras	 de	 interés	 en	 un	 vector.	 En	 el	 laboratorio	 se	 utiliza	 el	 plásmido	 pPD95_75	
(Figura	8).	En	algunos	casos	también	se	utilizan	fósmidos,	que	incluyen	el	locus	completo	del	gen	que	
se	quiera	estudiar	fusionado	en	la	región	C	terminal	de	la	molécula	gfp	u	otra.	En	nuestro	caso,	 las	
construcciones	 reporteras	 se	 introdujeron	 en	 el	 gusano	 mediante	 la	 microinyección	 (apartado	
3.3.2.5)	incorporándose	a	las	células	de	manera	extracromosómica.	Al	no	encontrarse	integrada	en	el	
genoma,	 la	 construcción	 reportera	 no	 se	 transmite	 a	 la	 totalidad	 de	 la	 descendencia.	 Por	 ello,	 se	
requiere	 de	 un	 marcador	 que	 indique	 si	 el	 gusano	 posee	 o	 no	 el	 array	 extracromosómico.	 En	 el	
laboratorio	 se	 emplean,	 por	 un	 lado,	 marcadores	 de	 fluorescencia.	 Un	 ejemplo	 de	 marcador	 de	
fluorescencia	 empleado	 en	 el	 laboratorio	 son	 los	 reporteros	 del	 gen	 ttx-3	 que	 se	 expresa	 en	 las	
neuronas	AIY	 (fácilmente	distinguibles	en	el	 ganglio	 ventral	de	 la	 cabeza	de	 los	 gusanos).	 Por	otro	
lado,	también	se	emplea	el	gen	rol-6	mutado	(rol-6(su1006)).	El	gen	rol-6	es	uno	de	los	más	de	40	loci	
que	afectan	 la	morfología	de	C.	elegans.	Mutaciones	en	este	gen	producen	 fallos	en	el	proceso	de	










unión	 CSL	 (YGTGGGAA,	 CAYRMK,	 TCTGG)	 y	 sitios	 E-box	 (CANNTG)	 en	 las	 regiones	 promotoras	 de	
todos	los	genes	de	la	vía	de	la	serotonina.		Con	el	objetivo	de	estudiar	el	papel	de	LAG-1		(CSL)	y	su	
posible	cofactor	HLH-14	 (E-box)	en	 la	 regulación	directa	de	sendos	genes,	 se	generaron	 reporteros	
con	 los	 sitios	 de	 unión	 de	 interés	 mutados.	 El	 estudio	 de	 los	 sitios	 de	 unión	 de	 las	 regiones	
reguladoras	mínimas	lo	inició	Miren	Maicas	y	durante	mi	trabajo,	ha	sido	completado.		
Los	promotores	mínimos	de	los	genes	de	la	vía	de	la	serotonina	habían	sido	previamente	clonados	en	
el	 plásmido	 pPD95_75	 por	 Miren	 Maicas.	 Durante	 el	 trabajo,	 partiendo	 de	 las	 construcciones	
reporteras	 ya	 generadas	 como	 molde,	 se	 mutaron	 puntualmente	 los	 sitios	 de	 unión	 CSL	 y	 E-box	
presentes	 en	 las	 regiones	 reguladoras	 mínimas.	 Los	 sitios	 de	 unión	 se	 mutaron	 en	 algunos	 casos	
individualmente	y	en	otros	en	combinación	junto	con	otros	sitios.	Tras	la	mutagénesis,	se	confirmó	la	
presencia	 de	 las	 mutaciones	 mediante	 secuenciación	 y	 se	 procedió	 a	 la	 microinyección	 de	 las	
construcciones	 con	 la	 finalidad	 de	 obtener	 líneas	 transgénicas	 reporteras	 con	 las	 que	 evaluar	 el	
efecto	de	las	mutaciones	en	la	expresión	de	los	genes	de	la	vía	de	la	serotonina.	A	continuación,	se	va	
a	proceder	a	la	descripción	de	cada	uno	de	los	pasos	en	más	detalle.	
Figura	 8-	 Plásmido	 pPD95_75.	 Representación	 esquemática	 del	
plásmido	pPD95_75	empleado	como	vector.	Presenta	multitud	de	sitios	
de	 restricción	 seguidos	 del	 gen	 que	 codifica	 para	 la	 proteína	 GFP.	

















las	 secuencias	promotoras	 salvo	en	 las	posiciones	 a	mutar	 (indicadas	en	mayúscula)	 (Tabla	2).	 Los	
cebadores	 empleados	 presentaban	 una	 temperatura	 de	 anillamiento	 de	 77	 ºC	 en	 promedio.	 En	 la	
mayoría	de	constructos	se	 indican	dos	cebadores	directos	y	dos	reversos	ya	que	 la	mutagénesis	se	
























































Ciclos Temperatura Tiempo 
1 95	ºC 30	segundos 










mutado.	 Para	 la	 degradación	 del	 plásmido	 parental	 se	 utilizó	 la	 endonucleasa	 Dpn	 I	 (secuencia	









	 	 	 c.	Transformación	en	bacterias	competentes	XL-Blue	
	
La	 transformación	 consiste	 en	 la	 introducción	 y	 expresión	 de	 ADN	 exógeno	 en	 bacterias.	 Las	




β-mercaptoetanol	 	 (aumenta	 la	 eficiencia	 de	 la	 transformación)	 y	 se	 dejó	 10	 minutos	 en	 hielo.	







Una	 vez	 realizada	 la	 mutagénesis	 y	 transformación	 en	 las	 bacterias,	 se	 seleccionaron	 aquellas	
bacterias	 que	 hubiesen	 adquirido	 el	 plásmido.	 Para	 ello,	 se	 sembraron	 en	 placas	 con	 antibiótico	
(ampicilina)	durante	16h.	Únicamente	bacterias	transformadas	eran	capaces	de	crecer	en	presencia	













de	 unión,	 se	 hizo	 uso	 del	 servicio	 de	 secuenciación	 del	 Instituto	 de	 Biomedicina	 de	 Valencia.	 Las	
muestras	 para	 secuenciar	 se	 prepararon	 según	 lo	 estipulado	 por	 el	 servicio	 de	 secuenciación	 del	
centro:	Por	cada	muestra	a	secuenciar,	se	dispuso	individualmente	en	tubos	eppendorf	6	µL	de	DNA	
(50	 ng/	 µL	 aproximadamente)	 y	 se	 preparó	 en	 otro	 tubo	 independiente	 5	 µL	 del	 cebador,	 a	 una	
concentración	 final	 de	 3,2	 µM.	 Los	 cebador	 empleados	 para	 la	 secuenciación	 es	 el	 otB125:	
TTGTGTGGAATTGTGAGCGG,	 que	 presenta	 una	 temperatura	 de	 anillamiento	 (Ta)	 de	 50ªC	 y	 un	
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del	 gusano	 (fenotipo	 roller).	 Debido	 a	 que	 ambos	 plásmidos	 forman	 parte	 de	 un	 array	
extracromosómico,	 se	 transmiten	 juntos	 a	 la	 descendencia.	 En	 consecuencia,	 el	 fenotipo	 roller	






nematodos	 con	 capacidad	 de	 transmitir	 el	 array	 extracromosómico	 a	 su	 descendencia.	 Por	 cada	










descendencia	 provendrá	mayoritariamente	 de	 la	 reproducción	 sexual.	 Las	 hermafroditas	 actuarán	















de	hermafroditas	 y	machos.	 La	 probabilidad	de	que	un	 cruce	 funcione	 aumenta	 con	un	 exceso	de	
machos	frente	a	hermafroditas.	 	Durante	el	 trabajo	se	utilizaron	12	machos	y	4	hermafroditas	(una	
proporción	3:1)	por	cruce.		






















que	contiene	todo	el	 locus	de	 lag-1	 incluidos	varios	genes	aguas	arriba	y	aguas	abajo.	Este	fósmido	
fue	 modificado	 genéticamente	 para	 crear	 una	 construcción	 en	 la	 que	 la	 proteína	 LAG-1	 aparece	
fusionada	 a	 GFP	 (lag-1::gfp)	 lo	 que	 nos	 permite	 monitorizar	 fácilmente	 la	 localización	 de	 LAG-1	
mediante	microscopía.	Es	importante	destacar	que,	al	incluir	todo	el	locus,	reproduce	la	expresión	de	
forma	 semejante	 a	 la	 endógena	 del	 gen.	 Además,	 este	 reportero	 contiene	 dos	 marcadores,	 un	
reportero	del	gen	ttx-3,	que	se	expresa	en	las	neuronas	AIY,	en	rojo		y	el	gen	rol-6.	La	cepa	NFB297,	
por	 otro	 lado,	 presenta	 integrado	 en	 su	 genoma	 un	 reportero	 del	 gen	 tph-1,	 cuya	 expresión	 es	
específica	de	neuronas	serotonérgicas	(NSM,	ADF,	HSN).La	cepa	obtenida	(NFB	1111),	con	genotipo	











La	Figura	11	muestra	el	diseño	del	 cruce	 realizado.	Normalmente	hay	que	 realizar	un	 cruce	previo	
con	 cepas	 salvajes	 para	 obtener	 machos,	 ya	 que	 como	 he	 comentado	 en	 la	 introducción,	 por	
autofecundación	 su	 frecuencia	 es	 muy	 baja.	 Sin	 embargo,	 la	 cepa	 NFB297	 (him-5V;	 lin-
15B(n765)X;vsIs97[tph-1p::Dsred2	 +	 lin-15	 (+)])	 se	 encuentra	 mutada	 en	 el	 gen	 him-5,	 lo	 cual	
aumenta	 la	 frecuencia	de	 la	no-disyunción	meiótica	del	 cromoma	X,	 aumentando	 la	proporción	de	
machos	XO	en	la	autofecundación	(WORMBASE,	2016).	




movimiento	que	produce	 su	co-marcador	 roller.	 Se	 realizaron	aislamientos	de	gusanos	 individuales	
(singles)	de	gusanos	F1	(heterocigotos	en	su	totalidad)	y	roller	a	la	lupa	de	fluorescencia	(1FAxioZoom	
V16,	 Zeiss)	 siguiendo	 los	 marcadores	 y	 se	 obtuvo	 la	 F2.	 De	 la	 F2,	 el	 25%	 de	 los	 gusanos	 roller	
presentan	 el	 genotipo	 de	 interés	 (lag-1fos::gfp;	 tph-1::Dsred/tph-1::Dsred).	 Para	 seleccionarlo,	 se	
hicieron	singles	de	la	F2	siguiendo	los	marcadores	y	de	entre	esas	placas	se	seleccionaron	aquellas	en	







Para	evaluar	el	 efecto	de	mutaciones	en	el	 gen	 LAG-1	en	 la	 expresión	de	 los	 genes	de	 la	 vía	de	 la	
serotonina,	 se	cruzaron	 los	mutantes	de	 lag-1	 JK1227	 (lag-1(q385)/dpy-13(e184)	unc-24(e138)	 IV)	 y	
EL301	 (lag-1(om13)IV)	 con	 los	 reporteros	 de	 tph-1::gfp	 (otIs517),	 bas-1::gfp	 (OH4196),	 cat-1::gfp	
(OH8246)	 y	 cat-4::gfp	 (OH8250)(Tabla	 1).	 Las	 cepas	 obtenidas	 (Tabla	 1)	 fueron	 posteriormente	
analizadas	al	microscopio	de	fluorescencia.		
El	 mutante	 EL301	 presenta	 una	 mutación	 hipomorfa	 en	 el	 gen	 lag-1	 (Anexo	 II),	 que	 hace	 a	 los	













heterocigotos	 para	 lag-1	 con	 facilidad,	 permitiendo	 de	 esta	 forma	 mantener	 la	 mutación.	 Este	








de	 los	 mutantes.	 	 Como	 ya	 he	 comentado,	 el	 procedimiento	 del	 cruce	 también	 fue	 distinto	 en	
función	de	los	reporteros	(con	construcción	extracromosómica	(tph-1::gfp	y	bas-1::gfp)	o	integrados	










Para	 obtener	machos	 reporteros,	 en	 primer	 lugar	 se	 cruzaron	 hermafroditas	 con	 el	 reportero	 con	
machos	 salvajes	 (cepa	 N2).	 Tras	 el	 cruce	 con	 el	 mutante,	 la	 F1	 obtenida	 era	 en	 su	 totalidad	
heterocigota	 para	 el	 reportero.	 Se	 realizaron	 singles	 de	 gusanos	 rollers,	que	es	 el	 co-marcador	 del	
reportero	 extracromosómico	 bas-1prom1::gfp,	 y	 se	 obtuvo	 la	 F2.	 Por	 probabilidad,	 uno	 de	 cada	
cuatro	tendría	que	tener	el	genotipo	de	interés	(bas-1prom1::gfp;	lag-1(om13)IV/lag-1(om13)IV)).	De	
nuevo,	se	pasaron	gusanos	rollers	a	placas	 independientes	y	se	dejaron	crecer.	Se	seleccionaron	las	
placas	 con	 gusanos	que	parecían	 tener	un	 aspecto	menos	 sano	 (unas	 10	placas)	 y	 se	 genotiparon.	




el	 reportero	cat-1	 (Figura	14).	 	 En	vez	de	 ir	 seleccionando	gusanos	 rollers,	 en	este	 caso	 tendíamos	
que	 seguir	 el	 reportero	 a	 la	 lupa	 de	 fluorescencia,	 pero	 el	 procedimiento	 fue	 el	 mismo.	Una	 vez	
genotipadas	 las	cepas	e	 identificados	 los	mutantes,	en	este	caso	se	procedió	al	homocigoseado	del	











únicamente	 se	 cruzó	 con	 cepas	 con	 las	 construcciones	 reporteras	 integradas.	 A	 diferencia	 del	
primer	mutante,	en	este	caso,	para	facilitar	la	obtención	de	la	cepa	deseada	se	incluye	un	segundo	





segregan	 fenotipo	 salvaje.	 Tras	 el	 segundo	 cruce	 con	 el	 mutante,	 1/8	 de	 los	 descendientes	 son	



























	El	 genotipado	de	 cepas	hace	 referencia	 a	 la	 identificación	del	 genotipo	de	 las	mismas.	Durante	el	
trabajo,	 se	 genotiparon	 las	 cepas	 provenientes	 del	 cruce	 genético	 con	 el	 mutante	 EL301	 para	
identificar	aquellas	cepas	que	fueran	homocigotas	para	la	mutación	de	lag-1.	Para	ello,	se	extrajo	el	





Para	 la	 extracción	 del	 DNA	 genómico	 de	 las	 placas	 a	 genotipar,	 se	 hizo	 uso	 del	 protocolo	 de	 lisis	
establecido	por	Williams	(Williams	et	al,	1992).	Utilizando	un	tampón	de	lavado	(M9),	los	gusanos	se	
recogieron	de	placas	con	comida	y	se	dispusieron	en	tubos	eppendorf	en	hielo.	Se	esperó	a	que	los	
gusanos	 se	 depositasen	 en	 el	 fondo,	 se	 eliminó	 el	 tampón	 y	 adiciona	 un	 tampón	 de	 lisis	 con	
proteinasa	 K.	 La	 lisis	 tiene	 lugar	 por	 choque	 de	 temperatura;	 los	 gusanos	 se	 incuban	 a	 -80	 ºC	 y	
posteriormente,	se	someten	a	un	ciclo	de	temperaturas	altas	(65	ºC	durante	4	horas	seguidos	de	30	











µL,	 KapaBiosystems)	 (una	 enzima	 genéticamente	 modificada	 obtenida	 de	 la	 bacteria	 termófila	
Thermus	aquaticus)	y	3	µL	de	ADN	procedente	del	lisado	de	las	cepas		a	genotipar.	Se	adicionó	agua	
hasta	 alcanzar	 los	 25	 µL	 de	 la	 reacción.	 Las	 amplificaciones	 se	 realizaron	 en	 un	 termociclador	

































Para	 confirmar	 que	 la	 amplificación	 había	 tenido	 lugar	 de	 forma	 específica	 se	 realizó	 una	
electroforesis	en	gel	de	agarosa,	que	separa	el	DNA	por	peso	molecular.	
Se	 cargaron	 aproximadamente	 4	 µl	 de	 cada	 reacción	 de	 PCR	 y	 el	 control	 negativo	 en	 un	 gel	 de	
agarosa	al	1%,	adicionando	GelRed	al	1X	 (10000u	en	agua,	Biotium)	a	 las	muestras	para	 revelar	 su	
posición	en	el	gel.	Para	la	migración	de	las	muestras	en	el	gel,	se	aplicó	un	voltaje	constante	de	120	







El	 producto	 de	 PCR	 obtenido	 se	 encuentra	 mezclado	 con	 los	 componentes	 utilizados	 durante	 la	
reacción	(Taq,	cebadores,	etc).	Previamente	a	la	secuenciación	de	los	productos,	es	indispensable	su	
purificación.		Para	el	proceso	de	purificación	por	columna	en	primer	lugar	se	añadió	disolución	PB	con	















las	 regiones	promotoras	mínimas	 y	 por	 ello,	 la	 preparación	de	 las	muestras	 se	 realizó	 como	 se	ha	

































en	 los	 distintos	 reporteros.	 Se	 empleó	 un	 microscopio	 de	 fluorescencia	 monitorizado	 (Zeiss	
Axioplan2),	acoplado	a	una	cámara	(Mamatsu	Oerca-ER	C4742-95)	que	permitió	obtener	imágenes	a	
tiempo	real	de	los	gusanos.	Este	tipo	de	microscopio	presenta	un	sistema	óptico	Normarski,	basado	
en	 el	 uso	 de	 contraste	 diferencial	 interferencial	 o	 DIC.	 La	 tecnología	 DIC	 es	 una	 tecnología	 de	
contraste	de	fases	que	produce	imágenes	con	un	efecto	óptico	característico	de	relieve	3D,	ideal	para	
la	observación	de	organismos	vivos	transparentes	sin	teñir	como	es	el	caso	de	C.	elegans	(Strange	K.,	







reportera	 2	 o	más	 líneas	 transgénicas	 y	 por	 cada	 línea,	 se	 contaron	 30	 gusanos	 en	 estadio	 adulto	




línea	 se	 calcularon	 los	 porcentajes	 de	 expresión	 comparándolos	 con	 la	 expresión	 salvaje.	 Para	
simplificar	 los	 resultados,	 un	 porcentaje	 de	 expresión	 >	 60%	 se	 indicó	 como	 “+”,	 de	 entre	 20-60%	
como	 “+/-“	 y	 de	 <	 20%	 como	 “-“.Únicamente	 cuando	 al	 menos	 dos	 de	 las	 tres	 líneas	 de	 una	
determinada	construcción	reportera	con	mutación/es	tenía	el	mismo	resultado	(+,	-	o	+/-),	éste	fue	







En	 los	dos	mutantes	 (JK1227	y	El301)	 los	 recuentos	se	 realizaron	en	estadios	 larvarios	 iniciales	 (L1-
L2).	En	el	caso	del	mutante	JK1227	fue	completamente	necesario	puesto	que	como	he	comentado,	la	

















En	 cuanto	 a	 la	 temperatura	 de	 los	 recuentos,	 en	 los	 reporteros	 con	 la	 mutación	 de	 JK1227	 la	
temperatura	no	tenía	ningún	efecto	negativo	con	lo	que	se	contaron	a	25	ºC.	El	alelo	lag-1(om13)IV	
como	he	comentado	es	un	alelo	hipomorfo	sensible	a	la	temperatura,	por	ello,	es	a	una	temperatura		
elevada	 (a	 25	 ºC	 por	 ejemplo)	 cuando	 la	 proteína	 pierde	 su	 capacidad	 funcional	 mientras	 que	 a	
temperaturas	 mas	 bajas,	 más	 permisivas,	 el	 efecto	 de	 la	 mutación	 es	 menor.	 Para	 ver	 si	 la	
temperatura	tenía	un	efecto	grande	en	estos	mutantes,	analizamos	los	mutantes	a	15	ºC	y	a	25	ºC	y	


















asociación	 (contingencia)	 entre	 dos	 variables	 categóricas.	 En	 este	 caso,	 la	 variable	 genotipo	
(mutante	 o	 salvaje)	 con	 la	 variable	 expresión	 en	 ADF	 (con	 expresión	 (“on”)	 o	 sin	 expresión	
(“off”)).	 Este	 test	 define	 dos	 hipótesis	 excluyentes:	 una	 hipótesis	 nula	 (H0)	 y	 una	 hipótesis	
alternativa	 (H1).	 La	H0	 afirma	 la	 independencia	 de	 las	 variables	 analizadas,	 es	 decir,	 que	 los	
valores	 de	 una	 de	 ellas	 no	 están	 influidos	 por	 la	 modalidad	 o	 nivel	 que	 adopte	 la	 otra.	 La	
hipótesis	 alternativa	 (H1)	 por	 el	 contrario,	 acepta	 la	 asociación	 de	 ambas	 variables.	 En	 este	
caso	concreto	la	hipótesis	nula	defendería	que	el	hecho	de	que	una	cepa	sea	mutante	o	salvaje	
no	 condiciona	 la	 expresión	 neuronal	 del	 gen	 concreto	 que	 se	 está	 estudiando	 (son	
independientes).	Por	el	contrario,	la	H1	defendería	que	la	expresión	depende	del	genotipo	de	
la	 cepa.	 Es	 decir,	 que	existen	diferencias	 lo	 suficientemente	 significativas	 como	para	 afirmar	
que	las	variables	están	asociadas	y	que	la	variación	observada	entre	mutante/salvaje	a	nivel	de	


























En	 este	 caso	 concreto,	 el	 P-valor	 hace	 referencia	 a	 la	 probabilidad	 de	 haber	 obtenido	 unas	
diferencias	 de	 expresión	 entre	 mutante	 y	 salvaje	 como	 las	 obtenidas	 en	 el	 caso	 de	 que	 la	
hipótesis	 nula	 se	 cumpla	 y	 las	 variables	 no	 dependan	 la	 una	 de	 la	 otra.	 En	 otras	 palabras,	 es	
probabilidad	que	mide	la	evidencia	en	contra	de	la	hipótesis	nula. Cuanto	menor	sea	el	P-valor,	
más	probable	es	que	 la	hipótesis	nula	 (la	 independencia	de	 las	variables)	sea	 falsa.	El	valor	de	
significación	 que	 determina	 la	 aceptación	 o	 rechazo	 de	 la	 H0	 es	 0,05.	 Un	 P-valor	 <	 0,05	
conllevará	el	rechazo	de	la	H0	y	aceptación	de	la	H1		mientras	que	un	P-valor	>	0,05	supondrá	la	
aceptación	de	la	H0. 











para	 lag-1	 y	 para	 tph-1	 (NFB	1111:	 lin-15B(n765)X;vsIs97[tph-1p::Dsred2	+	 lin-15	 (+)];	 vlcEx496(lag-
1fos::gfp(40ng/ml);	 ttx-3::mcherry(50ng/ml);rol-6(50ng/ml)])	 (apartado	 3.4.2).	 Por	 morfología	 y	
posición	únicamente,	 	no	se	puede	establecer	 inequívocamente	si	entre	 las	células	que	expresan	el	
factor	 LAG-1	 se	 encuentran	 las	 ADF.	 Para	 poder	 determinar	 si	 las	 neuronas	 ADF	 expresan	 lag-1	
hicimos	uso	del	reportero	de	tph-1::Dsred2,	que	al	ser	un	gen	específico	de	serotonérgicas,	permiten	
distinguir	las	ADF	(marcadas	con	fluorescencia	roja)	con	facilidad.	El	análisis	microscópico	de	la	cepa	









































las	 neuronas	 ADF	 C.	 Muestra	 la	 expresión	 del	 reportero	 tph-





















box)	 de	 las	 regiones	 reguladoras	 mínimas	 de	 los	 genes	 de	 la	 vía	 de	 la	 serotonina,	 se	 generaron	







colores	 (azul	 oscuro	 y	 claro	 respectivamente).	 En	 primer	 lugar	 se	muestra	 el	 promotor	 salvaje	 y	 a	






La	 región	 promotora	mínima	 del	 gen	 tph-1	 en	 ADF	 (tph-1prom17::gfp)	 presenta	 un	 único	 sitio	 de	






































la	expresión	de	cat-4::gfp,	 reduciéndola	en	más	de	un	80%.	En	cuanto	al	 sitio	de	unión	E-box	 (cat-












mutación	 de	 los	 sitios	 de	 unión	 E-box	 (mod-5prom12::gfp	 y	 mod-5prom14::gfp)	 redujeron	 la	
expresión	 en	 un	 20	 y	 24%	 respectivamente.	 La	 pérdida	 de	 función	 del	 sitio	 de	 unión	 CSL	 (mod-
5prom10::gfp)	 redujo	 la	 expresión	 de	mod-5	 un	 30	 %.	 La	 mutación	 del	 E-box	más	 cercano	 (mod-
5prom11::gfp),	 supuso	 también	una	 reducción	en	 la	expresión,	pero	esta	vez	del	40%.	El	hecho	de	
que	sitios	de	unión	CSL	y	E-box	cercanos	(mod-5prom10::gfp	y	mod-5prom11::gfp)	se	observase	una	
reducción	 parcial	 en	 la	 expresión	 del	 gen,	 nos	 llevó	 a	 pensar	 que	 ambos	 sitios	 podían	 ser	
redundantes.	 Es	 decir,	 que	 al	 mutar	 únicamente	 uno	 de	 los	 sitios	 de	 unión	 y	 mantener	 el	 otro	
funcional,	el	sitio	funcional	fuese	capaz	de	activar	la	expresión	de	mod-5	evitando	que	la	expresión	se	
perdiese	 totalmente.	 Para	 testarlo,	 se	mutaron	 ambos	 sitios	 de	 unión	 en	 una	misma	 construcción	
(mod-5prom15::gfp).	 Al	mutar	 ambos	 sitios,	 la	 expresión	 se	 redujo	 en	un	porcentaje	mayor	que	 al	
mutar	independientemente	(un	60%	en	este	caso),	lo	cual	apoya	que	ambos	sitios	están	involucrados	
en	 la	 activación	 génica.	 Los	 datos	 sugieren	 de	 nuevo	 que	 LAG-1	 y	 factores	 HLH	 (HLH-14)	 regulan	
directamente	la	expresión	de	mod-5	en	las	ADF.	
	
Los	 resultados	 de	 los	 recuentos	 al	 microscopio	 de	 fluorescencia	 de	 reporteros	 con	 promotores	
mutados	sugieren	que	los	sitos	de	unión	CSL	y	E-box	presentes	en	las	regiones	reguladoras	mínimas	
de	ADF	para	 los	distintos	genes	de	 la	vía	de	 la	serotonina	(tph-1,	bas-1,	cat-1,	cat-4	y	mod-5)	están	
involucrados	en	la	activación	génica	de	los	mismos	ya	que	mutaciones	en	los	sitios	de	unión	generan	
un	 fenotipo	 distinto	 al	 salvaje,	 en	 el	 que	 el	 porcentaje	 de	 neuronas	 ADF	 que	 expresan	 el	 gen	 se	
reduce.	Esto	lleva	a	pensar	que	LAG-1	y	el	posible	co-factor	HLH-14	están	regulando	directamente	la	
expresión	 de	 los	 genes	 a	 través	 de	 su	 unión	 a	 los	 sitios	 CSL	 y	 E-box	 presentes	 en	 las	 regiones	














algunos	 de	 los	 genes	 (tph-1,	 bas-1,	 cat-1	 y	 cat-4).	 En	 el	 apartado	 3.4.3	 se	 han	 descrito	 las	 cepas	
mutantes	empleadas	y	el	diseño	de	los	cruces	realizados.	Una	vez	obtenidas	las	cepas,	se	procedió	a	








porcentaje	 de	 neuronas	 ADF	 con	 expresión	 de	 tph-1::gfp	 era	 significativamente	menor	 en	 la	 cepa	
mutante	 que	 en	 la	 cepa	 salvaje	 (Figura	 24).	 El	 P-valor	 obtenido	 en	 el	 Test	 exacto	 de	 Fisher	 que	
determina	 la	 asociación	 o	 independencia	 entre	 dos	 variables	 (en	 este	 caso	 genotipo	 y	 expresión	
génica)	 fue	menor	a	0.0001.	Además,	en	 las	neuronas	ADF	que	no	perdían	 la	expresión	del	gen,	 la	
fluorescencia	observada	era	notablemente	más	tenue	que	la	observada	en	la	cepa	salvaje.	























mutantes	 pero	 solo	 funcionó	 el	 cruce	 con	 el	 mutante	 EL301	 (lag-1(om13)	 IV).	 Los	 recuentos	
revelaron	 una	 reducción	 significativa	 (P-valor	 =	 0,0002)	 en	 el	 porcentaje	 de	 neuronas	 ADF	 con	
expresión	 del	 gen	 bas-1	 (bas-1::gfp)	 (Figura	 25).	 En	 las	 neuronas	 que	 no	 perdían	 la	 expresión,	 se	
observaba,	de	nuevo,	una	expresión	más	tenue	en	el	caso	de	gusanos	mutantes	respecto	a	salvajes.	






























Figura	 24-	 Expresión	 del	 reportero	 de	 tph-1	 salvaje	 y	 mutante	 (lag-
1(om13)).	El	 eje	 Y	 representa	 el	 porcentaje	de	neuronas	ADF.	 En	 rojo,	 se	






ambos	 mutantes	 EL301	 y	 JK1227	 (NFB	 1332:	 otIs255[cat-4::gfp]II;	 lag-1(om13)	 IV	 y	 NFB	 1205:	
otIs255[cat-4::gfp]II;	lag-1(q385)/dpy-13(e184)	unc-24(e138)	IV).	En	ambas	cepas	mutantes	para	lag-
1	 se	 observó	 una	 reducción	 significativa	 de	 la	 expresión	 de	 cat-4	 con	 respecto	 a	 la	 cepa	 salvaje	
(otIs255[cat-4::gfp]II)	(Figura	26).	El	P-valor	obtenido	en	el	test	exacto	de	Fisher	fue	de	nuevo	menor	




































































Figura	 25-	 Expresión	 del	 reportero	 de	 bas-1	 salvaje	 y	 mutante	 (lag-
1(om13)).	El	 eje	 Y	 representa	 el	 porcentaje	de	neuronas	ADF.	 En	 rojo,	 se	































En	 cuanto	 al	 reportero	 del	 gen	 cat-1	 (otIs221[cat-1::gfp]III),	 éste	 se	 cruzó	 con	 ambos	
mutantes	EL301	y	JK1227	generando	las	cepas	NFB	1330:	otIs221[cat-1::gfp]III;	 lag-1(om13)	
IV	y	NFB	1193:	otIs221[cat-1::gfp]III;	 lag-1(q385)/dpy-13(e184)	unc-24(e138)	 IV.	Por	falta	de	
tiempo,	 únicamente	 se	 realizaron	 los	 recuentos	 de	 la	 cepa	 NFB1330.	 Se	 observó	 que	 el	
mutante	lag-1(om13)	IV	presentaba	una	expresión	significativamente	menor	que	el	reportero	
salvaje	 (P-valor	 =	 0,0287)	 (Figura	27).	 Las	diferencias	 en	expresión	entre	mutante	 y	 salvaje	
son	algo	más	sutiles	que	en	los	mutantes	reporteros	para	tph-1,	bas-1	y	cat-4,	pero	aun	así,	
significativas,	sugiriendo	que	el	 factor	LAG-1	es	necesario	para	 la	activación	de	 la	expresión	
del	gen	cat-1	en	ADF.		
	




el	 desarrollo	que	 impiden	 la	 correcta	 generación	de	 las	neuronas	ADF	o,	 si	 en	 cambio,	 la	 neurona	
está	presente	pero	no	es	capaz	de	adquirir	el	 fenotipo	serotonérgico	ya	que	 la	expresión	de	genes	
que	la	caracteriza	está	afectada.	Para	saber	si	las	neuronas	ADF	están	presentes,	habría	que	estudiar	
la	expresión	de	otros	genes	como	el	gen	 rab-3,	que	es	un	gen	que	se	expresa	en	 todas	 las	 células	
(panneuronal)	y	que	suelen	estar	regulados	de	forma	diferente,	menos	específica.	
	 	
Figura	 27-	 Expresión	 de	 los	 reportero	 de	 cat-1	
salvajes	y	mutantes	para	lag-1	(lag-1om(13).		El	eje	
Y	 representa	 el	 porcentaje	 de	 neuronas	 ADF.	 En	
rojo,	se	muestra	el	porcentaje	de	neuronas	ADF	ON	







































	 a.	 En	 primer	 lugar,	 se	 determinó	que	el	 factor	 LAG-1	 se	 expresa	 en	 las	 neuronas	ADF	 del	










Durante	 el	 trabajo	 se	 observó	que	perder	 la	 funcionalidad	del	 factor	 LAG-1	 (mutando	 los	 sitios	 de	
unión	CSL	o	mutando	el	propio	 factor)	 reducía	 la	expresión	de	 los	genes	de	 la	vía	de	 la	 serotonina	





En	 la	 introducción	del	 trabajo,	 se	 comentó	que	existían	evidencias	que	 señalaban	al	 factor	HLH-14	
como	posible	co-factor	de	LAG-1	en	la	expresión	de	los	genes	de	la	vía	de	la	serotonina.	La	mutación	
de	los	sitios	E-box	reveló	que	estos	sitios	de	unión	eran	esenciales	en	la	activación	de	los	genes	de	la	
vía	 de	 la	 serotonina,	 confirmando	que	 factores	 de	 la	 familia	HLH	 tienen	 un	 papel	 en	 la	 regulación	
directa	de	los	mismos.	Sin	embargo,	a	diferencia	de	LAG-1	que	es	el	único	miembro	de	la	familia	CSL	





















































































































contaminantes,	 y	 para	 permitir	 que	 el	 exceso	 de	 humedad	 se	 evapore.	 Las	 placas	






1. Utilizando	una	 técnica	estéril,	 aplicar	aproximadamente	0,05	ml	de	cultivo	 líquido	de	E.coli	
OP50	 a	 placas	NGM	pequeñas	 o	medianas	 o	 0,1	ml	 a	 placas	NGM	grandes,	 utilizando	una	
pipeta.	Si	se	desea,	la	gota	se	puede	extender	utilizando	la	punta	de	la	pipeta	o	una	varilla	de	
vidrio.	La	extensión	creará	una	capa	más	grande,	que	puede	ayudar	en	la	visualización	de	los	



























va	 a	 matar	 a	 los	 contaminantes	 y	 hermafroditas,	 pero	 la	 cutícula	 de	 los	 embriones	 los	




































































7.	 Congelar	 lentamente	a	 -80	 °	 C.	 Esto	 se	 logra	mediante	 la	 colocación	de	 los	 viales	 en	un	









como	 prueba	 y,	 en	 su	 defecto,	 se	 utilizan	 los	 criotubos)	 y	 deje	 que	 se	 descongele	 a	
temperatura	ambiente	hasta	que	todo	el	hielo	se	ha	convertido	en	líquido.	
2.	 Se	 vierte	 el	 contenido	 sobre	 una	 o	 dos	 placas	 de	 NGM	 con	 E.	 coli	 OP50.	 Debería	 ver	
gusanos	moviendo	después	de	sólo	unos	pocos	minutos.	






























Ciclos Temperatura Tiempo 
















































































7.	 Lavar	 añadiendo	 500	 μl	 de	 PB	 (Tabla	 9).	 Centrifugar	 60s	 a	 13000rpm	 y	 descartar	 el	
sobrenadante.	
8.	 Añadir	 750	 μl	 de	 tampón	 PE	 (Tabla	 8).	 Centrifugar	 60s	 a	 13000rpm	 y	 descartar	 el	
sobrenadante.		
9.	Poner	la	columna	en	un	eppendorf	nuevo	de	1,5	mL.	Añadir	50	μl	de	tampón	EB	al	centro	
de	la	columna	para	eluir	el	ADN.	Esperar	1	minuto.11.	Centrifugar	60	segundos	a	13000rpm.		
	
Protocolo	8:	Preparación	del	lisado	para	la	extracción	de	DNA	genómico	
	
	
	
COMPONENTE	
	
CONCENTRACIÓN	
	
KCl	
	
50	mM	
	
Tris-HCl	
	
10	mM,	pH	8.3	
	
MgCl2	
	
2,5	mM	
	
Triton	X-100	
	
0,45	%	(v/v)	
	
Tween	20	
	
0,45	%	(v/v),	Sigma	
	
Método:	
	
1.	Crecer	la	placa	para	obtener	muchos	gusanos	sin	que	se	quede	sin	comida		
2.	Añadir	600	μl	de	tampón	M9	1X	(Tabla	4)para	lavar	la	placa	y	recuperar	los	gusanos	
3.	Recoger	200	μl	y	pasarlo	a	un	tubo	de	PCR	
4.	Poner	en	hielo	5	minutos,	para	que	queden	depositados	en	el	fondo	
5.	Eliminar	el	tampón	M9		
Tabla	9-	Componentes	de	la	solución	PB	+	etanol	para	Miniprep	
Tabla	10-	Componentes	de	la	solución	de	lisis	de	nematodos	
	VII	
	
6.	Añadir	100	μl	de	la	solución	tampón	de	lisis	(Tabla	10)	+	Proteinasa	K	a	una	dilución	1:100	
	
7.	Incubar	a	-80	ºC	durante	20	minutos		
8.	Incubar	a	65ºC	durante	4h	+	incubar	a	95ºC	durante	30	segundos	
	
Protocolo	9:	Purificación	de	productos	de	PCR.	
	
Método:	
	 1.	Añadir	a	los	productos	de	PCR	250	µL	de	disolución	PB	con	etanol	(Tabla	9)	
	 2.	Pasar	la	solución	a	una	columna	Miniprep	
	 3.	Centrifugar	1’	a	máxima	velocidad	(13000	r.p.m)	
	 4.	Desechar	el	líquido	y	añadir	700	µL	de	PE	(Tabla	8)	
	 5.	Centrifugar	1’	a	máxima	velocidad	(13000	r.p.m)	
	 6.	Desechar	líquido	y	entrifugar	1’	a	máxima	velocidad	(13000	r.p.m)	para	secar	la	columna	
	 7.	Pasar	la	columna	a	un	eppendorf	limpio	y	añadir	gota	a	gota	30	µL	de	H20	para	eluir	el	DNA	
	 8.	Centrifugar	1’	a	máxima	velocidad	y	recoger	el	líquido	eluido	
	 9.	Recoger	el	eluido	del	paso	8	y	volver	a	pasarlo	por	la	columna	(opcional)	
	 10.	Centrifugar	1’	a	máxima	velocidad	
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Anexo	II.	Secuencias.		
	
Mutantes	para	lag-1:	
	
EL301	(lag-1(om19)IV):	
	
>om13salvaje:	
aaattgaaattttgaagcatttccagacgtttgaacatttgttctaaaacaaaaatcatgcaaaaatccgaaaaatccggaaaaataattaatca
attgtccgagagaagtacacggccgagaatcacatgaaactcatttgcgcgcgaaatttaaatcagataagcggcaaagaaattaaattttgga
atttttgtgatgttgagcaatgagaaaatttaaagacaaatgaattaacttgattataaactaattaaactgaatttcaggtcgataagcagcaag
taattcttgatgcatcgtgtagtgaagaaccagtctctcaacttcacaaatgtgcattccaaatgattgacaatgagctcgtctatctttgtctcagt
catgacaagattattcaacatcaagccacagctatcaatgagcatcgtcatcagatcaacgatggagctgcgtggacaatcatctcgactgataa
ggctgaatatcgattcttcgaaGcgatgggacaggttgcgaacccgatttctccatgtccagttgtcggttcacttgaagttgatggacatggtga
agcgtcgcgtgtcgagttgcatggaagagattttaagccaaatctgaaagtttggtttggagcaaccccggttgaaacgacgttcagaagtgaag
agagtcttcattgttcgataccacctgtgagtcaggttcgaaatgagcaaactcactggatgtttacgaataggacaaccggcgatgttgaggtaa
tatattggatttggaacacaatgagaatagagttctgaattcagaattatcacaaaagaaaaacgaaaaaaatcgagctattttaaaatgtgatt
tttcagttttggctgattttcctgtttggattcgctccagaatgagaactgctaggccaatcttattttggagggaattcaaacatccagtcacaatg
aa	aaatttcatttattaattatgttgaaattaacgatcgatcc		
	
>om13	om13		
aaattgaaattttgaagcatttccagacgtttgaacatttgttctaaaacaaaaatcatgcaaaaatccgaaaaatccggaaaaataattaatca
attgtccgagagaagtacacggccgagaatcacatgaaactcatttgcgcgcgaaatttaaatcagataagcggcaaagaaattaaattttgga
atttttgtgatgttgagcaatgagaaaatttaaagacaaatgaattaacttgattataaactaattaaactgaatttcaggtcgataagcagcaag
taattcttgatgcatcgtgtagtgaagaaccagtctctcaacttcacaaatgtgcattccaaatgattgacaatgagctcgtctatctttgtctcagt
catgacaagattattcaacatcaagccacagctatcaatgagcatcgtcatcagatcaacgatggagctgcgtggacaatcatctcgactgatag
gctgaatatcgattcttcgaaAcgatgggacaggttgcgaacccgatttctccatgtccagttgtcggttcacttgaagttgatggacatggtgaa
gcgtcgcgtgtcgagttgcatggaagagattttaagccaaatctgaaagtttggtttggagcaaccccggttgaaacgacgttcagaagtgaaga
gagtcttcattgttcgataccacctgtgagtcaggttcgaaatgagcaaactcactggatgtttacgaataggacaaccggcgatgttgaggtaat
atattggatttggaacacaatgagaatagagttctgaattcagaattatcacaaaagaaaaacgaaaaaaatcgagctattttaaaatgtgattt
ttcagttttggctgattttcctgtttggattcgctccagaatgagaactgctaggccaatcttattttggagggaattcaaacatccagtcacaatga
aaaatttcatttattaattatgttgaaattaacgatcgatcc		
	
JK1227	(lag-1(q385)/dpy-13(e184)	unc-24(e138)	IV):	
	
>q385	salvaje	
aaatgaattaacttgattataaactaattaaactgaatttcaggtcgataagcagcaagtaattcttgatgcatcgtgtagtgaagaaccagtctc
tcaacttcacaaatgtgcattccaaatgattgacaatgagctcgtctatctttgtctcagtcatgacaagattattcaacatcaagccacagctatc
aatgagcatcgtcatcagatcaacgatggagctgcgtggacaatcatctcgactgataaggctgaatatcgattcttcgaagcgatgggacaggt
tgcgaacccgatttctccatgtccagttgtcggttcacttgaagttgatggacatggtgaagcgtcgcgtgtcgagttgcatggaagagattttaag
ccaaatctgaaagtttggtttggagcaaccccggttgaaacgacgttcagaagtgaagagagtcttcattgttcgataccacctgtgagtcaggtt
cgaaatgagcaaactcactGgatgtttacgaataggacaaccggcgatgttgaggtaatatattggatttggaacacaatgagaatagagttct
gaattcagaattatcacaaaagaaaaacgaaaaaaatcgagctattttaaaatgtgatttttcagttttggctgattttcctgtttggattcgctcca
gaatgagaactgctaggccaatcttattttggagggaattcaaacatccagtcacaatgaaaaatttcatttattaattatgttgaaattaacgatc
gatccgtgaattttgcactgaaaaagaggcgaagcatttttccgcaaccctgcggcacaattttttcctctttttctgtccgaaaaaggagaaaaa
accgtgacatagggttgcgaaattacgccccgcctctctctctttgcgaccctgattgggttaatttcaatagtaaagtcgaatttttcattcttattc
gatttttctttgttttgtgaactatctgaattcaga	
 
>q385	q385			
aaatgaattaacttgattataaactaattaaactgaatttcaggtcgataagcagcaagtaattcttgatgcatcgtgtagtgaagaaccagtctc
tcaacttcacaaatgtgcattccaaatgattgacaatgagctcgtctatctttgtctcagtcatgacaagattattcaacatcaagccacagctatc
aatgagcatcgtcatcagatcaacgatggagctgcgtggacaatcatctcgactgataaggctgaatatcgattcttcgaagcgatgggacaggt
tgcgaacccgatttctccatgtccagttgtcggttcacttgaagttgatggacatggtgaagcgtcgcgtgtcgagttgcatggaagagattttaag
	IX	
	
ccaaatctgaaagtt	tggtttggagcaaccccggttgaaacgacgttcagaagtgaagagagtcttcattgttcgataccacctgtgagtcaggt	
tcgaaatgagcaaactcactAgatgtttacgaataggacaaccggcgatgttgaggtaatatattggatttggaacacaatgagaatagagttct
gaattcagaattatcacaaaagaaaaacgaaaaaaatcgagctattttaaaatgtgatttttcagttttggctgattttcctgtttggattcgctcca
gaatgagaactgctaggccaatcttattttggagggaattcaaacatccagtcacaatgaaaaatttcatttattaattatgttgaaattaacgatc
gatccgtgaattttgcactgaaaaagaggcgaagcatttttccgcaaccctgcggcacaattttttcctctttttctgtccgaaaaaggagaaaaa
accgtgacatagggttgcgaaattacgccccgcctctctctctttgcgaccctgattgggttaatttcaatagtaaagtcgaatttttcattcttattc
gatttttctttgttttgtgaactatctgaattcaga	
 
Promotores	mínimos	salvajes:	
	
>mod-5prom8	
aataaattaatttgaatttttcaaaacaagttctcaaaaactaggaaaaaaaggcgaaatcctttttcttgtaatttttttttttgaaaattcaattgg
gaaaatattttgagccgctcagtgactaaaaatccattcaaaaatagtttgaaaatatttaaaaaaatttcaaatttctcaaaaaccaaaatttca
atttttatttcttttccgcttttttcagccccttcttccacaccagaaatccccaaaaacctaacccaaatcaatgaatattcccacgcatgttttccTT
TTTTTCACTTCAATATACCTACTCATTTCTGATAACTAGAAGAAAAATTAATAAATCCAAAAAAAAAAAAAAAG
GAAATCCAATCTGTGTCTTGCCTGTCAGCCCCCCTTCCCTCCCCTGCCCCCAAAAAAAAATGACGGATTTCACTC
ATTTCCTACCCATTTAATCATTTTCTCTCTCTTTCTCTCTCCTTTCTTTTTTATACTTTTCTTGAGCCATTTTCATAGA
TTGAGGTCCCCCCAAATAGATTCCCCCATTGTGTAGATGATTGTTCCATCTGAATCTATACTTTTCGCTGATGAG
CTTCCAATTCTTGACTGTATTGCAGGTGAGaaaatatcaagataa	
 
>cat-4prom6	
gtgagtgaaggtctatatcattcctcgctgatttacgatccttctctctgtatctcctcagaccagtccactttttcttttcttgttgcgcctatccacct
aatcaatcggtttcattttctttttacatgttccttttgtttgcataaataaattattcttcctccacattttcctgaatacctagaagtgctgccatgaa
ggaatggcggaaaacgattgatgtatgggacgacgtcttccgtttctttttcgattttttgctattttcttattctttttttctcattttttcacataagtg
ggaaaagatgatgaagtctatccattcgactagattgatttccttctgtcccttcattttgcctattttttcccagaatacctttcataatacatgacgt
gttgtacctttttttttcgtaatttcttctttcttgcttggacattgcacatattcggtttcatccggcaattatttgaatgtctatcctttctttttgtcgcc
tacgctttctcagctttcttaagatttacccacggctcattttcaatatcaccttatttcactcacttactcaatcaatgttttcAGGCTTTACCCA
CTCTATCAACATCATAATATC	
 
>bas-1prom7	
gtatcggaaatgtgctcggttcccatagcgaaattatatttcttattttcttattttcccctcatttctcttattttcctacctccttcgatctctgtcaatc
gtgggaaatctttttgctccagctttacaatttttgtcgaactttcagTAGTAGTTCGG	
	
>cat-1prom37	
GACATacctccttcttccaagttttattgaatgttgattctgaaactgagagaaaaatgaaaggaaaattgtgagaaatgtgataacaaaactg
agagtctatgagtctatacgcaagaataagcgagcaaggggcacgttttagattcccacggtctgaaaaattgatttgatattatttatgc	
	
>tph-1prom17	
ggctcatttattctcccacggaaaccatgacagcaaaaataaatagagtggcGCCTTATTCGACTCATTTCGTTTTTTTTTCTCCGG
ATATTAGATTGT	
